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Destinataire: 

GERMAIN & MAUREAU 
Boite postale6153 
F-69466 Cedex 06 Lyon 
FRANCE 


Date d*exp6dition (jour/mois/annee) 

16 janvier 2002 (16.01.02) 


Reference du dossier du d^posant ou du mandataire 
MD/B05B3441 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 
PCT/FROO/02202 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
31 juillet 2000 (31.07.00) 



1. Le 
X 


s renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 
le deposant X IMnventeur | j le mandataire | j le representant commun 


Norn et adresse 

ANDRE, Patrice 
6, rue Victor Basch 
F-35700 Rennes 
FRANCE 


Nationalite (nom de TEtat) 
FR 


Domicile (nom de TEtat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur , 


no de t6l6imprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistr6 en ce qui concerne: 
1 1 la personne | | le nom X I'adresse | [ la nationality [ | le domicile 


Nom et adresse 

ANDRE, Patrice 
5, rue Servient 
F-69003 Lyon 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de t§l§imprimeur 


3. Observations compl§mentaires, le cas 6ch6ant: 


4. Une copie de cette notification a et6 envoyee: 
1 X| d I'office r6cepteur | | aux offices d^signes concern6s 
1 1 ci I'administration chargSe de la recherche internationale | X | aux offices 6lus concern^s 
I 1 d I'administration chargie de I'examen pr6liminaire international | | autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autoris6: 


34, chemin des Colombettes 


Jocelyne REY-MILLET 


1211 Geneve 20, Suisse 


no de telecopieur (41-22) 740.1435 


no de telephone (41-22) 338.83.38 
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Desttnataire: 

GERIVIAIN & IVIAUREAU 
Boite postale 6153 
F-69466 Cedex 06 Lyon 
FRANCE 


Date d'exp^dition (jour/mois/ann6e) 
16janvier 2002(16.01.02) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
MD/B05B3441 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 

PCT/FROO/02202 


Date du d6p6t international (jour/mois/ann^e) 
31 juillet 2000 (31.07.00) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistr^s en ce qui concerne: 

X le deposant X I'inventeur | | le mandataire | | le repr6sentant commun 


Nom et adresse 

LOTTEAU, Vincent 
Le Bourg 

F-71460 Vaux en Pre 
FRANCE 


Nationality (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de tyi^copieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a 6t6 enregistre en ce qui concerne: 
I 1 la personne | | lenom X I'adresse | | la nationality | | le domicile 


Nom et adresse 

LOTTEAU, Vincent 
68ter Chennin Balmes 
F-69390 Vourles 
FRANCE 


Nationality (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de tyiyimprimeur 


3. Observations complementaires, )e cas echeant: 


4. Une copie de cette notification a M envoy^e: 
I X[ d Toffice recepteur [ | aux offices d^signes concernes 
1 1 a I'administration charg6e de la recherche Internationale | X| aux offices §lus concernes 
1 1 d I'administration charg^e de I'examen preliminaire international | [ autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autoris^: 


34, chennin des Colombettes 


Jocelyne REY-MILLET 


1211 Geneve 20, Suisse 


no de tyiycopieur (41*22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 
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(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 
Commissioner 

US Department of Commerce 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place Room 

CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 


Date d'exp6dition 

08 fevrier 2001 (08.02.01) 




Demande internationale no: 

PCT/FROO/02202 


R6f6rence du dossier du d^posant ou du mandataire: ' 
MD/B05B3441 


Date du depdt international: 

31 juillet 2000 (31.07.00) 


Date de priority: 

30 juillet 1999 (30.07.99) 


D^posant: 

ANDRE, Patrice etc 



1 . L'office design^ est avis6 de son election qui a 6te faite: 

I X I dans la demande d'examen prelinninaire international pr^sent^e a I'administration charg^e de I'examen preliminaire 
International le: 

04 decembre 2000 (04.12.00) 



I I dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection | X| a6t6faite 

I I n'a pas et6 faite 

avant {'expiration d'un d6lai de 19 mois a connpter de la date de prrorite ou, lorsque (a regie 32 s'applique, dans le d6lai vis6 
h la regie 32.2b). 





Fonctionnaire autoris6: 


Bureau international de I'OMPI 


34. chemin des Colombettes 




1211 Geneve 20, Suisse 


J. Zahra 


no de t§l6copieur: (41-22) 740.14.35 


no de tiliphone: (41 -22) 338.83.38 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) ) ^ -f~ 



R6f6rence du dossier du d^posant ou du 
mandataire 

B05B3441 MD/DGR 



voir la notification de transmission du rapport tfexamen 
POUR SUITE A DONNER prdliminaire international (fonnulaire PCT/lPEA/416) 



Demande Internationale n*" 
PCT/FROO/02202 



Date du d6pot international (jour/mois/ann6e) 
31/07/2000 



Date de priority (/our/mois/ann^e) 
30/07/1999 



Classification Internationale des brevets (GIB) ou ^ la fois classification nationale et CiB 
C12N7/00 



D^posant 

BIO MERIEUX et al. 



1 . Le present rapport d'examen pr^liminaire international, 6tabli par I'administaration charg6e de I'examen pr^limlnalre 
international, est transmis au d^posant conformdment h Tarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 9 feuilles, y compris la pr^sente feuille de couverture. 

□ II est accompagn^ d'ANNEXES, c'est-^-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
6te modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites auprds de 
I'administration chargee de Texamen preliminaire International (voir la r^gle 70.16 et I'instructlon 607 des Instructions 
admlnistratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contlent des indications relatives aux points suivants: 



Base du rapport 

Priority 

Absence de formulation d'opinion quant k la nouveautd, I'activitd inventive et la possibility 
d'application Industrielle 



d'application industrielle; citations et explications h I'appui de cette declaration 

Certains documents clt6s 

Irr^gutarit^s dans la demande Internationale 



11 




III 


□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 


SI 


VIII 


IS 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

04/12/2000 



Date d'achevement du present rapport 
21.11.2001 



Norn et adresse postale de radministration chargde de 
I'examen preliminaire intemational: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorlse 
Buchet, A 

N° de t6l6phone +49 89 2399 7401 



f M 
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# 



RAPPORT D-EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n*" PCT/FROO/02202 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui conceme les elements de la demande intemationale {les feuilies de rempiacement qui ont 4t4 remises 
^ i'office rScepteur en r4ponse ^ une Invitation faite confonvement ^ I'article 14 sont consid6r6es dans le present 
rapport comma "initialement d^pos^es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)) : 

Description, pages: 

1 -24 version initiale 

Revendicatlons, N"": 

1-24 version initiate 

Dessins, feuilies: 

1/1 version initiale 

2. En ce qui conceme la langue, tous les ^l^ments indiqu^s ci-dessus ^taient k la disposition de radministration ou 
lui ont 6X6 remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a 616 d^pos^e, sauf Indication contraire 
donnde sous ce point. 

Ces ^l^ments Staient k la disposition de radministration ou lui ont 6X6 remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la r6gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la r^gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de Texamen pr^liminalre Intemationale (selon la r^gle 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'aclde amines divulgu^es dans la demande 
Internationale (le cas 6ch6ant), I'examen pr^liminaire intemationale a 6X6 effectud sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme 6crite. 

□ d§pos§ avec la demande intemationale, sous fomrie dSchiffrable par ordinateur. 

□ remis ult^rieurement k radministration, sous forme §crite. 

□ remis ult^rleurement k {'administration, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ^crit et fourni ult^rieurement ne va pas au-del^ 
de la divulgation faite dans la demande telle que d^pos^e, a 6X6 foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr^es sous ddchiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presents par Scrit, a 6X6 foumie. 

4. Les modifications ont entratn^ I'annulation : 



55.3). 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n» PCT/FROO/02202 



□ de la description, pages : 

□ des revendications, : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6X6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6X6 consid6r6es 

comme allant au-deld de TexposS de I'invention tel quNI a 6X6 d§pos6, comme il est indiqud ci-apr^s (rggle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit 6tre indiqu6e au point 1 et 
annex6e au present rapport) 

6. Observations compl^mentaires, le cas 6ch§ant : 
II. Priorite 

1 . □ Le present rapport a 6X6 formul6e comme si aucune priorit6 n'avait 6X6 revendiquSe, du fait que les 

documents suivants n'ont pas 6X6 remis dans le d^lai present : 

□ copie de la demande ant^rieure dont la priority a 6X6 revendiqu^e. 

□ traduction de la demande ant6rieure dont la priority a 6X6 revendiqu§e. 

2. IS Le present rapport a 6X6 formulae comme si aucune priorit6 n'avait 6X6 revendiqu6e, du fait que la 

revendication de la priority a 6X6 jug^e non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de d^pot international indiqu^e plus haut est done 
consid^rde comme la date pertinente. 

3. Observations compl^mentaires, le cas 6ch6ant : 
voir feuille separee 

IV. Absence d'unite de rinvention 

1 . En r^ponse k Tinvitation k limiter les revendications ou k payer des taxes additionnelles, le ddposant a 

□ . limits les revendications. 

□ pay^ des taxes additionnelles. 

□ pay§ des taxes additionnelles sous reserve. 

□ ni limits les revendications ni pay6 des taxes additionnelles. 

2. IS! L'administration charg6e de Texamen pr^liminaire international estime qu'il n'est pas satisfalt ci I'exigence 

d'unite d'invention et decide, conform^ment k la r^gle 68.1 , de ne pas inviter le dSposant k limiter les 
revendications ou k payer des taxes additionnelles. 
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3. Uadministration charg^e de Texamen pr^liminaire international estime que, aux ternies des regies 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ il est satisfait k Texigence d'unitd de Tinvention. 

H il n'est pas satisfait k I'exigence d'unite de Tinvention. et ce pour les ralsons suivantes : 
voir feuille separee 

4. En cons6quence, les parties suivantes de la demande intemationale ont fait I'objet d'un examen pr6liminaire 
international lors de la formulation du pr6sent rapport : 

S toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications n°® . 

V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibiiite 
d'appiication industrielie; citations et explications a i'appui de cette declaration 



1. Declaration 
Nouveaute 

Activity inventive 



Oui : Revendications 5, 7-9, 12, 18 

Non : Revendications 1 -4, 6, 1 0-1 1 , 1 3-1 7, 1 9-24 

Oui : Revendications 

Non : Revendications 1 -24 



Possibility d'application industrielie Oui : Revendications 1 -24 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuiiie separee 



VII. Irregularites dans ia demande intemationale 

Les irr6gularit§s suivantes, concemant la forme ou !e contenu de la demande Internationale, ont 6t6 constat^es 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clart^ des revendications, de ta description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent enti^rement sur ia description : 
voir feuille separee 
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Demande intemationale PCT/FROO/02202 
FEUILLE SEPAREE 



II est fait reference aux documents sulvants: 

D1: US 5 766 919 A 

D2: WO 94/25064 

D2: Journal of Medical Virology 

vol. 57, n° 3, 1999, pp 223-229 
D3: Atherosclerosis 

vol. 137, n** 2, 1998, pp 329-340 

- D1 decrit une methode de replication du genome du virus de I'hepatite C (HCV): une 
cellule animate ( par exemple T) est infectee par le virus provenant du serum ou du 
plasma d*un malade infecte, puis elle est cultivee. 11 est possible d'utiliser du HCV 
presentant une forte ou une plus faible virulence: la fraction avec un fort pouvoir 
infectieux a une densite inferieure ou egale a 1 .06 g/ml sur un gradient de sucrose 
alors que la fraction de moindre virulence a une densite superieure (1.13 g/ml et plus) 
et est associee a des immunoglobulines humaines (anticorps anti-HCV generes par 
I'hote humain et reconnus par des anticorps anti-immunoglobulines). Le stock de 
particules anti-virales ainsi obtenu peut servir au diagnostic ou a Tidentification d'agents 
anti-viraux. 

- D2 propose d'infecter, eventuellement de maniere repetee, des cellules hepatiques 
avec du serum d'un patient infecte par HCV afin d'obtenir un stock de particules virales 
non contaminees (revendications 1 1 et 14). Pour diminuer la toxicite du plasma ou du 
serum, un passage sur gradient de sucrose est propose (revendication 5). 

- D3 revele que les recepteurs des lipoproteines a faible densite (LDLR) jouent 
vraisemblablement le role de recepteur pour le virus HCV. II etait deja connu que les 
particules virales ont la capacite a se lier aux lipoproteines et aux immunoglobulines. 
En faveur de cette hypothese, D2 montre que I'ajout de LDL synthetique bloque 
I'attachement du HCV aux fibrobastes humains, en entrant en competition avec les 
particules virales complexees aux lipoproteines. Par ailleurs, HCV devient capable de 
se fixer a des cellules COS-7 si celles-ci sont transfomriees par le gene du LDLR 
humain. Ce mecanisme pourrait jouer un role dans Tinfection des cellules (Fig. 4). 

- D4 revele que I'ajout d'acides gras insatures, en particulier Tacide oleique a 0.3 mM 
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Demande intemationale PCT/FROO/02202 
FEUILLE SEPAREE 



dans 1% de BSA module I'activite in vitro des recepteurs des lipoproteines a faible 
densite (LDLR). 

Concernant le point II 
Priorlte 

- Une analyse preliminaire du document de priorite indique que la presence 
dimmunoglobulines humaines dans la fraction contenant les particules virales et les 
lipoproteines n'est pas evoquee. De ce fait, la revendication 2 ne beneficie pas de la 
priorite revendlquee. 

Concemant le point IV 
Absence d'unite de rinvention 

- Les revendications 1 a 15 portent sur un precede de replication in vitro des virus des 
families Togaviridae et Flaviviridae; 

- La revendication 16 revendique un milieu n'ayant pas specifiquement trait a la 
methode evoquee mals adapte d'une maniere generale a ia culture cellulaire; 

- Les revendications 17a 22 portent sur des precedes et des compositions tirant 
avantage de la disponibillte de particules virales, eventuellement obtenues par le 
precede de rinvention; 

- La revendication 23 se rapporte a des composes ayant un effet sur la voie 
d'endocytose associee aux recepteurs des lipoproteines; 

- La revendication 24 se base sur rutllisatlon de lignees cellulaires infectees, 
eventuellement par le precede de rinvention, pour Identifier des molecules anti-virales. 

- Ostensiblement, ces revendications apportent des solutions distinctes a des 
problemes techniques differents. De ce fait, la presente demande ne remplit pas les 
conditions d'unite de rinvention (Regie 13 PCT). 

Concernant le point V 

Declaration motives selon i'artlcle 35(2) quant a ia nouveaute, i'activite inventive 
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Demande intematlonale n^' PCT/FROO/02202 
FEUILLE SEPAREE 



et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

1) Nouveaute : 

- L'expression "fraction de LVPs" utilisee dans les revendications 1 et 2 n'a aucune 
signification claire puisqu'elle n'a jamais ete utilisee dans Tart anterieur. Par ailleurs, les 
experiences d'infection realisees dans D1 correspondent aux precedes revendiques 
aux revendications 1 et 2 puisque les fractions isolees par gradient contiennent d'une 
maniere inherente ou demontree des particules virales associees a des lipoproteines et 
eventuellement a des immunoglobulines humaines. De meme, la capacite des cellules 
de D1 a etre infectees revelent qu'elles possedent d'une maniere inherente la vole 
identifiee aux revendications 1 et 2. De ce fait, D1 prive les revendications 1-4, 14-15, 
17, 19-22 et 24 de nouveaute. 

- Les memes remarques s'appliquent pour D2. En outre, le milieu auquel il est fait 
reference aux revendications 11 et 16 semble correspondre a celui decrit p 15, I 22 a 
29 de D2. De ce fait, D2 anticipe I'objet des revendications 1, 3-4, 6, 10-11, 13-17, 19- 
22 et 24. 

- La solution de LDL utilisee dans D3 tombe dans la definition de la revendication 23; 

- Le milieu decrit dans D4 correspond a celui revendique a la revendication 16. 

- Pour toutes ces raisons, les revendications 1-4, 6, 10-11, 13-17 et 19-24 ne 
remplissent pas les conditions enoncees a I'Article 33.2 PCT. 

- En revanche, les revendications 5, 7-9, 12 et 18 satisfont aux conditions de 
nouveaute enoncees a I'Article 33.2 PCT. 

2) Activite inventive : 

- Dependant, leur objet ne semble pas relever d'une demarche inventive: 

- L'effet benefique d'un agent modulateur de I'apoptose sur des cellules infectees par 
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FEUILLE SEPAREE 



HCV (revendications 8 et 9) est connu de rhomme du metier et n'a pas de relation 
directe avec Tinvention. 

- Uobjet de la revendication 18 est considere comme une mesure de routine pour 
rhomme du metier. 

- Les revendications 5, 7 et 12 ont plus directement trait k I'invention: la mise en 
evidence que les virus de cette famille sont intemalisees dans les cellules hotes via la 
voie d'endocytose associee aux recepteurs des lipoproteines. II est considere que cette 
propriete etait deja utilisee dans D1 et D2 sans que le mecanisme mis en jeu ne soit 
clairement identifie. De ce fait, la cellule selectionnee a la revendication 7 est 
simplement consideree comme une alternative a celles proposees dans D2. Par 
ailleurs, D3 qui avait demontre la liaison entre ces virus et ces recepteurs invitaient 
rhomme du metier a verifie que cette liaison se repercutait au niveau de I'infection. D4 
montrant que les acides gras insatures stimulent I'endocytose par cette voie, I'objet des 
revendications 5 et 12 devient alors evident. 

- Pour ces raisons, les revendications 1 a 24 ne satisfont pas aux conditions enoncees 
a TArticle 33.3 PCT. 



Goncernant le point VII 

Irregularites dans la demande Internationale 

- Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat 
de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 k D4 et ne cite pas 
ces documents. 

Goncernant le point VIII 

Observations relatives a la demande Internationale 

1) II est a noter que les particules virales, les polypeptides ou les anticorps mentionnes 
aux revendications 17 a 22 sont definis par reference a la methode qui a permis de les 
obtenir. Cette definition n'est pas claire et de plus, meme si ladite methode est 
nouvelle, ne rend pas necessairement les produits nouveaux (voir Point V-1). 
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FEUILLE SEPAREE 



2) II est a noter que la revendication 24 ne fait pas directement reference a Tinvention. 
Cependant, meme si un lien pouvait etre etabli par la methode ayant permis d'obtenir la 
lignee cellulaire infectee, cette reference ne serait pas suffisante pour la rendre 
nouvelle (voir Point V-1 ). 

3) II est a noter qu'une caracteristique introduite par Texpression "en particulier" 
(revendication 9), "tel que" (revendications 9 et 13), "avantageusement" (revendicatlons 
12 et 16), "notamment" (revendication 13) ou "de preference" (revendication 5) n'est 
pas prise en consideration pour ia definition de Tetendue de I'lnvention. 
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Applicant's or agent's file reference 
B05B3441MD/DGR 


iriini^ui^n ^ ^nrwr^i^t SeeNotificationofTransmitialoflniemational Preliminarv 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 ] 6) 


International application No. 

PCT/FROO/02202 


International filing date (day/month/year) 
31 July 2000(31.07.00) 


Priority date (day/monih/year) 
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1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 

Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveltv, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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Authorized officer 
Telephone No 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FROO/02202 



I. Basis of the report 



I. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 

the description: 

pages 1-24 

pages 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-24 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the drawings; 
pages 

pages 

pages 



I/I 



as orieinallv filed 



filed with the demand 



, filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 
pages 

pages 
pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 

or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ 

contained in the international application in written form. 

□ 

filed together with the international application in computer readable form. 
□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



4. 



□ 
□ 

□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims. Nos. 

the drawings, sheets/fig 

^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets \vhich have been furnished to the receiving OJJice in response to an invitation under Articie 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since thev do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17), 

Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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II. Priority 



I I This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed lime 
■ ' — ' limit the requested: 

□ 

copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

□ 

translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 
SEE SEPARATE SHEET 
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International application No. 


liN 1 LKlNA 1 lUlNAL. rKLLItVllJNAKY LXAIVlItNATIUlN REPORJ 


PCT/FROO/02202 


IV. Lack of unity of invention 




1. In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 




1 1 restricted the claims. 




1 1 paid additional fees. 




1 1 paid additional fees under protest. 




1 1 neither restricted nor paid additional fees. 




W This Authority found that the requirement of unit>' of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1 . 
^ not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 


3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1. 13.2 and 13.3 is 


1 1 complied with. 




DKl not complied with for the following reasons: 




SEE SEPARATE SHEET 




4. Consequent!)', the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 

in establishing this report: 


^3 all parts. 




1 1 the Darts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 . 3 



A preliminary examination of the priority document has 
indicated that the presence of human immunoglobulins in 
the fraction containing the viral particles and the 
lipoproteins has not been disclosed. As a result. Claim 
2 does not enjoy the priority claimed. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: I V • 3 



• Claims 1 to 15 relate to a method for the in vitro 

replication of viruses of the families Togaviridae and 
Flavi viridae; 



• Claim 16 claims a medium which does not relate 

specifically to the method disclosed but which is, in a 
general manner, suitable for cell culture; 



• Claims 17 to 22 relate to methods and compositions 
taking advantage of the availability of viral 
particles, that are optionally produced using the 
method of the invention; 

• Claim 23 relates to compounds having an effect on the 
endocytosis pathway associated with the lipoprotein 
receptors; 



• Claim 24 is based on the use of cell lines that are 
optionally infected using the method of the invention 
for the identification of anti-viral molecules. 

These claims obviously provide separate solutions to 
separate technical problems. As a result, the present 
application does not fulfil the requirements of unity of 
invention (PCT Rule 13) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



5, 7-9, 12, 18 



1-4, 6, 10-11, 13-17, 19-24 



1-24 



1-24 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: US 5 766 919 A 
D2: WO 94/25064 

D3: Journal of Medical Virology 

Vol. 57, No. 3, 1999, pages 223-229 

D4 : Atherosclerosis 

Vol. 137, No. 2, 1998, pages 329-340 



• Dl describes a method for replicating the genome 
of the hepatitis C virus (HCV) : an animal cell 
(for example, a T cell) is infected with the 
virus from the serum or the plasma of an infected 
patient and is then cultured. HCV with a high or 
a lower virulence can be used: the fraction with 
high infectivity has a density less than or equal 
to 1.06 g/ml on a sucrose gradient, while the 
fraction with least virulence has a higher 
density (1.13 g/ml or more) and is associated 
with human immunoglobulins (anti-HCV antibodies 
generated by the human host and recognised by 
anti-immunoglobulin antibodies) . The resulting 
stock of anti-viral particles can be used in the 
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diagnosis or the identification of anti-viral 
agents . 

• D2 proposes infecting hepatocytes, optionally in 
a repeated manner, using the serum from a patient 
infected with HCV in order to produce a stock of 
non-contaminated viral particles (Claims 11 and 
14), In order to reduce the toxicity of the 
plasma or the serum, purification on a sucrose 
gradient is proposed (Claim 5) . 

• D3 discloses that the low density lipoprotein 
receptors (LDLR) probably act as a receptor for 
HCV. It was already known that viral particles 
are capable of binding to lipoproteins and to 
immunoglobulins. In support of this hypothesis, 
D2 demonstrates that the addition of synthetic 
LDL blocks HCV attachment to human fibroblasts by 
competing with the viral particles complexed with 
the lipoproteins. Furthermore, HCV becomes 
capable of binding to COS-7 cells if said cells 
are converted by the human LDLR gene. This 
mechanism could play a role in the infection of 
the cells (Figure 4) . 

• D4 discloses that adding unsaturated fatty acids, 
in particular, oleic acid at 0.3 mM, to 1% of BSA 
modulates the in vitro activity of the low 
density lipoprotein receptors (LDLR) . 
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1. 



Novelty: 



• The expression fraction of LVPs" in Claims 1 and 
2 does not have a clear meaning because it has 
never been used in the prior art. Furthermore, 
the infection experiments carried out in Dl 
correspond to the methods claimed in Claims 1 and 
2 because the fractions isolated by gradient 
contain, either inherently or in a manner that 
has been demonstrated, viral particles associated 
with lipoproteins and, optionally, with human 
immunoglobulins. Similarly, the capacity of the 
cells of Dl to be infected demonstrates that they 
inherently have the pathway identified in Claims 

1 and 2. As a result, Dl deprives Claims 1-4, 
14-15, 17, 19-22 and 24 of novelty. 

• The same observations apply with respect to D2 . 
What is more, the medium to which reference is 
made in Claims 11 and 16 appears to correspond to 
the one described on page 15, lines 22 to 29 of 
D2 . It follows that D2 anticipates the subject 
matter of Claims 1, 3-4, 6, 10-11, 13-17, 19-22 
and 24. 

• The LDL solution used in D3 falls within the 
definition of Claim 23. 

• The medium described in D4 corresponds to the one 
claimed in Claim 16. 

• For all of these reasons. Claims 1-4, 6, 10-11, 
13-17 and 19-24 do not fulfil the requirements of 
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PCT Article 33 (2) . 

• Claims 5, 7-9, 12 and 18, on the other hand, 
fulfil the requirements of novelty of PCT Article 
33 (2) . 

2 . Inventive step: 

• However, the subject matter of said claims does 
not appear to involve an inventive step: 

• The beneficial effect of an apoptosis-modulating 
agent on HCV-infected cells (Claims 8 and 9) is 
known to a person skilled in the art and does not 
have any direct relationship with the invention, 

• The subject matter of Claim 18 is considered to 
be a routine measure for a person skilled in the 
art . 

• Claims 5, 7 and 12 relate more directly to the 
invention: the demonstration of the fact that 
viruses of this family are internalised in the 
host cells via the endocytosis pathway associated 
with the lipoprotein receptors. This property is 
considered to have already been used in Dl and D2 
although the mechanism involved was not clearly 
identified. As a result, the cell selected in 
Claim 7 is considered merely to be an alternative 
to those proposed in D2 . Moreover, on the basis 
of D3, which had demonstrated the bond between 
these viruses and these receptors, a person 
skilled in the art would have been prompted to 
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check that this bond had an effect with respect 
to the infection. Since D4 has demonstrated that 
unsaturated fatty acids stimulate endocytosis by 
this pathway, the subject matter of Claims 5 and 
12 is rendered obvious. 



• For these reasons. Claims 1 to 24 do not fulfil 
the requirements of PCT Article 33(3). 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) , the 
description does not indicate the relevant prior art 
disclosed in documents Dl to D4, nor does it cite said 
documents , 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. It should be noted that the viral particles^ the 

polypeptides or the antibodies mentioned in Claims 
17 to 22 are defined by means of reference to the 
method by which they are produced. This definition 
is not clear and, what is more, even if said method 
is novel, does not necessarily render the substances 
novel (see Box V, point 1 - Novelty) . 



2. It should be noted that Claim 24 does not refer 
directly to the invention. However, even if a link 
could be established by means of the method enabling 
production of the infected cell line, this reference 
would not be adequate to render same novel (see Box 
V, point 1 - Novelty) . 

3. It should be noted that a feature following the 
expressions ''in particular'' (Claim 9), ''such as'' 
(Claims 9 and 13), "advantageously^' (Claims 12 and 
16), "especially" (Claim 13) or "preferably" (Claim 
5) is not taken into consideration for the 
definition of the scope of the invention. 
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TRAITE DE CQfiPERATION EN MATIERE DE BRQ£TS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 1 8 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

MD/B05B3441 


POUR SUITE ^^''^ notification de transmission du rapport de reclierclie internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n"" 
PCT/FR 00/02202 


Date du depdt International £fO(ir/mo/£/annee; 

31/07/2000 


(Date de priorlte (la plus ancienne) 
O'our/mois/annee) 

30/07/1999 


Deposant 

BIO MERIEUX 



Le present rapport de recherclie internationale, etabli par ('administration cliargee de la recherche Internationale, esttransmis au 
deposant conformement a t'articte 18. Une copie en est transmtse au Bureau international. 

Ce rapport de recherche Internationale comprend /\ feuilles. 

pr| II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui conceme la langue, la recherche Internationale a ^te effectuee sur la base de la demande internatlonate dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

I I la recherche Internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande tntemationale remise a radmintstration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d*acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

I I con ten u dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

d^pos^e avec la demande Internationale, sous forme dechlffrable par ordlnateur. 

remis ulterieurement a radmlnistration, sous forme ecrite. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordlnateur. 



2. 
3. 



□ 
□ 

□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



La declaration, selon laqueile le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquetle les Informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordlnateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presents par dcrit, a fournie. 

II a ete estlme que certaines revendications ne pouvaient pas faire Tobjet d'une recherche (voir le cadre I). 
11 y a absence d'unite de i'invention (voir ie cadre II). 



En ce qui concerne le titre, 

[Xj le texte est approuve tel qu'll a ete remis par le deposant. 

I I Le texte a ete etabli par radmlnistration et a la teneur sulvante: 



En ce qui concerne Tabrege, 

le texte est approuve tel qu'i) a ete remis par le deposant 

□ le texte (reprodult dans le cadre III) a etabli par radmlnistration conformement a la rdgle 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations k radmlnistration dans un d^lal cTun mols k compter de la date ^expedition du present rapport 
de recherche Intematlonale. 

La figure des desslns a publier avec rabrege est la Figure n** J 



I I suggeree par le deposant |^ Aucune des figures 

[X| parce que le deposant n'a pas suggere de figure. " ®®* ^ publier. 

I I parce que cette figure caracterise mteux rinvention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feullle) Oulllet 1998) 



RAPPOFIT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEUl 

CIB 7 C12N7/00 C12N5/ 



L2N5/10 



Demande Internationale No 



00/02202 



C12N5/06 



Salon la classification intemationale des brevets (CIB) ou k la fols selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consult^e (syst^me de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12N 



Documentation consult^e autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquels a port^ la recherche 



Base de donn^es ^lectronique consult^e au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donn^es, et si realisable, termes de recherche utilises) 

BIOSIS, EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE, EMBASE, SCISEARCH, BIOTECHNOLOGY 
ABS, CHEM ABS Data 



0. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat6gorie < 



Identification des documents cit6s, avec, le cas 6ch6ant. rindication des passages pertinents 



no. des revendications vis^es 



us 5 766 919 A (YOSHIKURA HIROSHI ET AL) 

16 juin 1998 (1998-06-16) 

colonne 5, ligne 55 -colonne 6, ligne 5 

colonne 4, ligne 42-55 

colonne 2, Hgne 12 -colonne 3, ligne 5 

colonne 4, ligne 17-21 

WO 94 25064 A (US ARMY) 

10 novembre 1994 (1994-11-10) 

page 30, ligne 10 -page 31, ligne 28 

page 8, ligne 25-31 

page 9, ligne 1-7 

page 9, ligne 20 -page 15, ligne 15 
page 15, ligne 31 -page 16, ligne 21 
revendications 3-5, 11,14 



-/-- 



20-22,24 



1-6. 
8-10, 
13-15, 
17-22 

20-22,24 



1-6, 
8-10, 
13-15, 
17-22 



[ )( I Voir ia suite du cadre C pour ta fin de la liste des documents 



|)( I Les documents de families de brevets sont indiqu^s en annexe 



Categories sp^ciaies de documents cit^s: 

'A' document d^finissant l'6tat g^n^ral de la technique, non 
consid6r6 comme partlcull^rement pertinent 

"E" document ant6rieur, mals publl6 k la date de d6pdt International 
ou apr^s cette date 

"L* docunrent pouvant jeter un doute sur une revendicalion de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d*une 
autre citation ou pour une ralson sped ale (telie qu'lndlquee) 

*0' document se reterant k une divulgation orale, k un usage, k 
une exposition ou tous autres moyens 

*P* document publie avant la date de depot International, mals 
posterleurement k la date de priorlte revendiqu6e 



'T" document ulterieur publie apres la dale de depdt international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas k retat de la 
technique pertinent, mals cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constltuant la base de rinventlon 

"X' document partrculierement pertinent; IMnven tion revendiquee ne peut 
dtre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isoiement 

'Y' document particulierement pertinent; Pinven tion revendiquee 

ne peut 6tre consld6r6e comme impliquant une activite Inventive 
torsque le document est assode k un ou ptusieurs autres 
documents de mdme nature, cette combinaison 6tant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partle de la m6me familte de brevets 



Date k laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 



14 decembre 2000 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 



02/01/2001 



Nom et adresse postale de radministratlon chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



ALCONADA RODRIG. ., A 



Foimuiaire PCT/ISA/210 (deuxidme feuiile) (juillet 1992) 
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Cat^gorie " IdentlflcatJon des documents clt^s, avec,le cas 4ch^nt, I'lndicationdes passages pertinents 



no. des revendlcattons vis6es 



A 
X 



MONAZAHIAN MASYAR ET AL: "Low density 
lipoprotein receptor as a candidate 
receptor for hepatitis C virus." 
JOURNAL OF MEDICAL VIROLOGY MARCH, 1999, 
vol. 57, no. 3, mars 1999 (1999-03), pages 
223-229. XP000864507 
ISSN: 0146-6615 

page 225, colonne de gauche, dernier 
a11n§a -page 226, colonne de gauche, 
alinea 2; figure 2 

US 5 679 342 A (WEINER AMY J ET AL) 

21 octobre 1997 (1997-10-21) 

colonne 18, ligne 11 -colonne 20, ligne 54 

colonne 13, ligne 41-50 

BUCCI CECILIA ET AL: "Free fatty acids 
modulate LDL receptor activity in BHK-21 
eel 1 s . " 

ATHEROSCLEROSIS APRIL, 1998, 

vol. 137, no. 2, avril 1998 (1998-04), 

pages 329-340, XP000864506 

ISSN: 0021-9150 

page 334, colonne de gauche -page 336, 
colonne de droite 
figures 4,7 

KITA T ET AL: "ANTIBODY AGAINST LOW 
DENSITY LIPO PROTEIN RECEPTOR BLOCKS 
UPTAKE OF LOW DENSITY LIPO PROTEIN BUT NOT 
HIGH DENSITY LIPO PROTEIN BY THE ADRENAL 
GLAND OF THE MOUSE IN-VIVO" 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 1981, 
vol. 256, no. 10, 1981, pages 4701-4703, 
XP000864537 
ISSN: 0021-9258 
figures 2,3 

EDWARDS E H ET AL: "CASTANOSPERMINE 
INHIBITS THE FUNCTION OF THE LOW-DENSITY 
LIPOPROTEIN RECEPTOR" 
BIOCHEMISTRY 1989, 

vol. 28, no. 19, 1989, pages 7679-7687, 

XP000891868 

ISSN: 0006-2960 

page 7683, colonne de gauche, alinea 3 
-page 7684, colonne de gauche, alinea 1; 
figures 2,3 

-/-- 



23,24 



17,18, 
20-22,24 

7 

16 



23 



23 
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ERTINENTS 



Cat^orle " Identification des documents clt^s, avecje cas dch^ant* Tlndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications vis^es 



A 
A 



P,X 



SEIPP STEFANIE ET AL: "Establishment of 

persistent hepatitis C virus infection and 

replication in vitro." 

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY 1997, 

vol. 78, no. 10, 1997, pages 2467-2476, 

XP002136094 

ISSN: 0022-1317 

le document en entier 

YEN FRANCES T ET AL: "Identification of a 
lipolysis-stimulated receptor that is 
distinct from the LDL receptor and the LDL 
receptor-rel ated protei n . " 
BIOCHEMISTRY 1994. 

vol. 33, no. 5, 1994, pages 1172-1180, 

XP000891746 

ISSN: 0006-2960 

page 1174, colonne de gauche, alinea 1 
figure 1 

DATABASE WPI 
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(57) Abstract: The invention concerns a method of culturing, propagating and replicating in vitro viruses of the Togaviridae and 
Flaviviridae families which consists in: providing at least a fraction of LVFs obtained from serum or plasma of a patient infected 
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16 to 20 carbon atoms or their mixture. The invention also concerns die uses of viral particles and polypeptides obtained by said 
method. 

[Suite sur la page stdvantej 



wo 01/09289 Al lk.«rJllllilllillliliiililiillBiillill 



(81) Etats d^ignes (national)'. AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, 
DK, DM, DZ, EE, ES, H, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, 
ID, IL. IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS. 
LT. LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW. MX, MZ, NO, 
NZ, PL, PT, RO, RU, SD. SE, SG, SI, SK, SL. TJ, TM. TR, 
Tr,TZ,UA,UG, US,UZ,VN,mZA.ZW. 

(84) Etats d^ign^ (regional)', brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS, MW. MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), brevet eurasien 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU. TJ, TM), brevet europden 
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FX, FR. GB, GR, BE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI. CM, 
OA. GN, GW. ML. MR, NE. SN, TD, TG). 



Publite: 

— Avec rapport de recherche intemationale. 

— Avant I 'expiration du delaiprevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si des modifications sont 
regnes. 

En ce qui conceme les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer am "Notes explicatives relatives awe codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero miinaire de 
la Gazette du PCT 



* 



(57) Abr^fe Selon le proc^ de culture, de propagation et de r^plicatioiun vitro de virus appartenant aux families des Togaviridae 
et Flaviviridae, on dispose d'au moins une fraction de LVPs obtenue h partir de s^rum ai de plasma d'un patient infect^ par au moins 
un virus q)partenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae, on met ca contact ladite fraction, pendant un temps pr^d^tennind 
dans un milieu de culture appropri€, avec des cellules permissives qui possMent une voie d'endocytosc relays par au moins un 
rtepteur des lipoprot^ines et modul6e entre autres par un agent activateur choisi parmi un acide gras insatund ou un d6nv6 d'un 
acide gras insatur^ coraprenant de 16 a 20 atomes de carbone ou leur melange. L'invention conceme aussi les applications des 
particules virales et polypeptides obtenus sdon le proc6d^ pi^dtd 
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Precede de culture in vitro de virus des families 
Togaviridae et Flaviviridae et applications 

r 

• La presente invention a notamment pour objet un 

5 procede de culture et de propagation in vitro d'un virus a 
ARN implique dans le developpement de pathologies humaines 
virales. 

Le procede de culture et de propagation de 
1' invention s' applique principalement aux virus 
10 appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae. 
Ces virus presentent les caracteristiques communes d'etre 
des virus enveloppes a ARN simple brin positif-sens, non 
segments • 

■ La — f amill e — des — Togaviridae — comprend — ies — vims — des 

15 genres Alphavirus et Rubivirus. Les virions ont un 
diametre de 70 nm, sont spheriques et comportent une 
enveloppe et des peplomeres composes d'un heterodimSre de 
deux . glycoprotfeines . Le genome consiste en une molecule 
unique d'ARN simple brin de 9,7 a 11,8 kb. Les protSines 

20 structurales incluent une proteine de la capside et deux 
glycoprot6ines d' enveloppe. Les virions contiennent des 
lipides derives des membranes cellulaires de I'hote, La 
replication implique la synthese d'un brin d'ARN 
compl6mentaire, qui sert de matrice pour la synthese de 

25 I'ARN g6nomique. L'ARN genomique sert de matrice a un ARN 
intermSdiaire de replication, qui a son tour sert de 
matrice pour la synthese d'ARNm et la production d'un 
precurseur polyproteique qui est clive pour I'obtention 
des protSines structurales et non structurales. La 

30 replication a lieu dans le cytoplasme et 1' assemblage 
implique un bourgeonnement au travers la membrane. 

Le virus Sindbis, les virus des encephalites equines 
(de I'est, de I'ouest, venezuelienne) , le virus 
chikungunya, le virus o' nyong-nyong, le virus Igbo Ora, le 

35 virus Ross River, le virus Mayaro et le virus Barmah 
Forest appartiennent au genre des Alphavirus et sont des 
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agents pathogenes pour I'homme. Le virus de 1' hepatite E 
est actuellement classe dans le groupe des Alphavirus, 
bien qu' il soit non enveloppe ec de plus petite taille. Le 
virus de la rubeole qui est classe dans le genre des 
5 Rubivirus est egalement un agent pathogene pour I'etre 
humain. 

Dans la famille des Flaviviridae sent classes les 
virus des genres Flavivirus (flavivirus) / Pestivirus 
(virus des maladies des lauqueuses) et Hepacivirus (virus 

10 des hepatites C et G) . Les virions sont spheriques avec un 
diamfetre de 45 ^ 60 nm de diametre et sont constitues 
d'une bi-couche lipidique enveloppant une capside 
icosafedrique enfermant le genome. Le genome consiste en 
une molecule unique d'ARN lineaire simple brin, posltif- 

15 sens de 10,7 kb pour les flavivirus, 12,5 kb pour les 
pestivirus et 9,5 kb pour le virus de 1' hepatite Les 
virions contiennent deux ou trois prot6ines associees k la 
membrane et une prot6ine core. Les virions contiennent des 
lipides d§riv§s des membranes cellulaires de I'hdte. lis 

20 contiennent des carbohydrates sous la forme de 
glycolipides et de glycoproteines • La replication implique 
la synthase d'un ARN complement aire qui sert de matrice 
pour la synthese de I'ARN genomique. Une trame de lecture 
unique (ORF) code pour une polyproteine qui est clivee par 

25 prot^olyse virale et cellulaire. Les prot^ines 
structurales sont codees par I'extremite 5' et les 
prot6ines non structurales sont cod6es par I'extremite 3' 
de I'ARN. La replication a lieu dans le cytoplasme et 
1' assemblage implique le passage et 1' enveloppement par 

30 les membranes du reticulum endoplasmique de I'hote. La 
replication est accompagnee par un aspect caracteristique 
de proliferation des membranes intracellulaires. 

Le virus de la fievre jaune, le virus de la dengue, 
le virus de 1' enc^phalite japonaise, le virus de West 

35 Nile, le virus de 1' encephalite de St Louis, le virus de 
la Vallee de Murray, les virus de 1' encephalite transmise 
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par les tiques et le virus de la meningoencephalite de la 
dinde d' Israel appartiennent au genre des Flavivirus et 
sont des agents pathogenes pour I'hoxnme. 

Le virus de la diarrhee bovine, le virus du cholera 
5 du pore et le virus « border disease » du mouton 
appartiennent au genre des Pestivirus. 

Quant au genre Hepacivirus, il regroupe actuellement 
les virus de 1' hepatite C et de 1' hepatite G (GBV-C et les 
virus GBV-A et GBV-B) qui sont bien connus pour etre des 
10 agents infectant I'homme. 

En effet, 1' hepatite C est la cause principale des 
hepatites acquises par transfusion. L' hepatite C peut 
6galement etre transmise par d'autres voies percutanees/ 

par e x e mple pai? injection de drogue s pax — voie 

15 intraveineuse. Le risque de contamination des 
professionnels de la sante n'est par ailleurs pas 
n6gligeable. 

L' hepatite C se distingue des autres formes de 
maladies du foie associSes a des virus, telles que les 

20 hepatites A, B ou D. Les infections par le virus de 
1' hepatite C (HCV ou VHC) sont souvent chroniques avec 
pour resultante des maladies du foie, telles que hepatite, 
cirrhose et carcinome dans un grand nombre de cas. 

Bien que le risque de transmission du virus par 

25 transfusion ait diminue du fait de la selection des 
donneurs de sang, la frequence des hepatites C reste 
41ev§e. Actuellement, environ 170 millions de personnes i 
travers le monde sont infectees de maniere chronique par 
HCV. Les populations a risque eleve se trouvent 

30 principalement chez les transfuses et les utilisateurs de 
drogues intraveineuses, mais il existe des donneurs de 
sang asymptomatiques qui n' appartiennent pas a ces groupes 
a risque eleve et chez lesquels des anticorps anti-HCV 
circulants ont ete retrouves. Pour ces derniers, la voie 

35 de 1' infection n' a encore pas ete identifiee. 



wo 01/09289 



4 



PCT/FROO/02202 



HCV a ete le premier virus hepatotrope isole au moyen 
des techniques de biologie moleculaire . Les sequences du 
genome viral ont ete donees avant que la particule virale 
ait ete visualisee. 
5 HCV est un virus a ARN simple brin positif, de 9,5 

kb, qui se r^plique par une copie d'ARN complementaire et 
dont le produit de la traduction est un precurseur d'une 
polyprot6ine unique d' environ 3 000 acides amines. 
L'extr§mit§ 5' du genome de HCV correspond a une r§gion 
10 non traduite adjacente aux g^nes qui codent pour les 
prot6ines structurales, la prot6ine core de la 
nucl6ocapside et les deux glycoprot§ines d'enveloppe. El 
et E2/NS1. La region non traduite 5' et le g6ne core sont 
relativement bien conserves dans les diff^rents genotypes, 
15 mais les prot6ines d'enveloppe E2 sont cod^es par une 
region hypervariable differente d'un isolat k un autre 
isolat. L'extr§mit§ 3' du genome de HCV contient les g6nes 
qui codent pour les prot6ines non structurales (NS) et 
pour une region 3' non codante bien conserv§e. 
20 . Du fait de son organisation genomique et de son mode 

presume de replication, HCV a ete classifi6 dans un 
nouveau genre de la famille des Flaviviridaer les 
Hepacivirus. 

De nonbreuses techniques ont ete developpees pour 
25 diagnostiquer une infection par HCV. Par exemple, des 
essais immunologiques de diagnostic ont ete realises pour 
d6tecter des anticorps diriges contre des proteines de HCV 
dans les s6rums de patients. La synthase d'ADNc par 
transcription inverse de I'ARN viral et 1' amplification 
30 par PCR ont 6galement 6te utilis6es pour d6tecter le 
g6nome de HCV, comme la mesure indirecte d'un virus 
potentiellement infectieux dans les scrums d'humains 
irif ect6s de mani^re chronique ou ceux de chimpanz6s 
infect§s exp6rimentalement . Par ailleurs, sur la base du 
35 clonage de g^nes, des techniques d' hybridation avec une 
sonde ADN ont fegalement et6 developpees. 
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Cependant, il est reconnu que les techniques de 
diagnostic existantes manquent de sensibilite et/ou de 
sp6cificite et/ou souffrent de difficultes de mise en 
oeuvre. A titre d'exemplC/ avec la methode d' hybridation 

5 de sondes il est impossible de faire la distinction entre 
un virus i faible pouvoir infectieux et un virus i pouvoir 
infectieux 61eve. II est done n^cessaire, mais difficile k 
mettre en oeuvre, d' inoculer le virus devant St re test6 ^ 
vn chimpanze et de tester 1' infection r6sultante sur 

10- 1' animal. 

II est done de toute premiere importance, d'un point 
de vue de sante publique, de pouvoir developper des 

methodes specif igues, sensibles et pratiques pour 

identifier et cribler les porteurs de HCV. Une des 

15 solutions pourrait etre de realiser un systeme de culture 
in vitro tr6s efficace de HCV qui permettrait d'obtenir 
une propagation du virus, en particulier pour 6tudier ses 
m6canismes de replication, pour tester des anticorps 
neutralisants ou des antiviraux, de m§me que pour 

20 d§velopper des mat6riaux biologiques, des essais de 
diagnostic et des preparations vaccinales. En effet, bien 
que la sequence complete de HCV soit disponible depuis 
1989 (Q. L Choo et al.. Science 244, 359 (1989)), la 
comprehension du cycle de vie et du mode de replication 

25 d'HCV a ete entravee par manque d'un systeme de culture in 
vitro approprie. Ito et al. (J. Gen. Virol. 77 : 1043-1054 
(1996) ) ont bien confirme le maintien de la replication de 
HCV dans des cultures primaires d' hepatocytes humains, 
obtenus a partir de patients porteurs de HCV et pour 

30 lesquels la maladie etait etablie de maniere chronique, et 
suggere un passage d' infection, mais des probiemes 
relatifs a la propagation du virus subsistent 
(impossibilite de culture au long cours) et le systeme 
developpe est limite par la necessite d' approvisionnement 

35 en foie humain et la lourdeur de la technique. Par 
ailleurs, k ce jour, il n' y a pas de consensus general sur 
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le tropisme de HCV et tous les recepteurs cellulaires pour 
le. virus n' ont pas encore ete identifies, notamment les 
recepteurs permettant I'endocytose du virus {Pileri et 
al., 1998, Science, 282, pages 938-941). 

5 HGV est un virus qui a ete decouvert de maniere 

indfependante par deux equipes diff§rentes, I'une I'a 
appele HGV et 1' autre GBV-C. II poss^de une structure 
g6nomique proche de celle des flavivirus. Sa polyprot6ine 
de 2 900 acides amines est codee par un ARN de 9 400 

10 nucleotides dont I'extremite 5' code pour des prot^ines 
structurales (nucleocapside tronquee et enveloppe) et 
l'extr§mit6 3' code pour des proteines qui ont un r61e 
dans la replication. II est transmis par transfusion 
sanguine et peut etre detecte chez des patients qui 

15 presentent des hepatites aigues, chroniques et 
f ulminantes . Sa contribution dans des maladies du foie 
aigue et chronique est encore mal connue. GBV-A et GBV-B 
ont egalement ete decrits et sont tres proches de HGV. 

Dans le plasma de patients infectes par HCV sont 

20 retrouvees des particules contenant de I'ARN viral trSs 
heterog^nes en densite. Cette heterogeneite de densite des 
particules contenant de I'ARN viral est attribute ^ leur 
association en proportion variable avec des lipoproteines 
(Thomsen et al., 1993, Med. Microbiol. Immunol. 182 : 

25 639) • Dans la description de la presente demande de 
brevet, les inventeurs ont d6nomme ces particules hybrides 
LVPs (lipo-viro-particules) . La repartition de chacune de 
* ces formes le long d'un gradient de density varie d'un 
patient a 1' autre. Les analyses existantes des particules 

30 de faible densite montrent des densites recouvrant celles 
des LDLs (Low Density Lipoproteins) et des VLDLs (Very Low 
Density Lipoproteins) . La taille dScrite (50 nm) les 
rapprochent des VLDLs, Par ailleurs, les particules 
peuvent Stre pr6cipitees; parfois m§me dans leur totalite, 

35 par des serums anti-p-lipoproteines (Thomsen et al., 1992/ 
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Med. Microbiol. Immunol. 181 : 293 ; Prince et al., 1996, 
J. Viral. Hepat. 3 : 11) . 

II a egalement ete observe que le virus de 1' hepatite 
G peut etre precipite, en quasi-totalite, par des serums 
5 anti-p-lipoprot6ines obtenus a partir de patients 
chroniquement infectes par HGV (Sato et al. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 229 :719) . 

II a par ailleurs 6t6 observe que 1' infection par HCV 
d' hepatocytes humains s'accompagne d'une accumulation 
10 intracytoplasmique de v6sicules lipidiques. La 
transfection du gene de HCV codant pour la capside dans 
une lignee continue d' hepatocytes humains (Hep/G2) induit 

le m eme phenoirn^ne ( B arba_eJ: al., 1997, PNAS 94 ;1200). Ces 

v6sicules sont riches en triglycerides. La prot§ine de 
.15 capside de HCV est accolee a la surface des vesicules, de 
m§me que 1' apolipoproteine apo A-II. 

Les apolipoprot^ines permettent le transport des 
lipides en apportant une stability structurelle et une 
solubility aux particules lipoproteiques auxquelles elles 
20 sont associ6es. Elles d^terminent aussi le sort de ces 
particules dans le m^tabolisme, notamment en les ciblant 
sur des r6cepteurs. 

Apo B 100 est 1' apolipoproteine principale des VLDLs, 
LDLs et IDLs (Intermediate Density Lipoproteins) . Elle est 
25 synth6tis6e dans le foie et est essentielle pour 
1' assemblage et la s6cr6tion des VLDLs k partir du foie. 
Elle constitue 6galement un ligand pour la liaison des 
LDLs k leurs r§cepteurs. Un des r6cepteurs des LDLs, le 
LDL-r§cepteur, est une prot^ine de surface des cellules 
30 qui lie et internalise les lipoproteines riches en 
cholesterol qui contiennent apo B 100 et apo E. Apo E est 
principalement synthetisee dans les hepatocytes. Elle 
constitue un ligand pour la liaison de differentes 
lipoproteines au recepteur des LDLs et au LRP (LDL- 
35 receptor-related protein) . 
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Apo B 48 est essentielle pour 1' assemblage et la 
secretion des chylomicrons. Elle est codee par le meme 
gene et le meme ARNm que apo B 100, mais dans 1' intestin 
une mutation introduit un codon stop de sorte que apo B 48 

5 contient seulement 48% de la longueur totale de apo B .100. 
Son r61e dans le m^tabolisme des chylomicrons dans le 
plasma est mal connu, mais les individus qui pr6sentent 
des mutations qui interf^rent avec sa synthase normale 
n'ont pas, ou des niveaux tr^s faibles/ de chylomicrons, 

10 VLDLs, IDLs et LDLs. 

La nature des LVPs precitees contenant de I'ARN viral 
n'est a ce jour pas connue, mais les presents inventeurs 
ont emis I'hypothese et verifie qu'au moins un des 
recepteurs de surface cellulaire des lipoprot6ines 

15 participe a 1' infection et la propagation des virus 
appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae 
dans une culture cellulaire. lis ont en effet montre que 
les LVPs sont des ligands pour une voie d' endocytose 
associee k des recepteurs, preferentiellement pour le LSR 

20 (Lxpolysis-Stimulated Receptor) (Frances T. Yen et al., 
Biochemistry, 1994, 33, 1172-1180 et Bernard E. Bihain and 
Frances T. Yen, Biochemistry, 1992, 31, 4628-4636) . lis 
ont par ailleurs montr6 que les LVPs peuvent §tre 
associ^es a des immunoglobumines humaines. 

25 Sur cette base, ils ont developpes de nouveaux 

precedes qui permettent la culture, la propagation et la 
r6plication in vitro de virus appartenant aux families des 
Togaviridae et Flaviviridae. Ces precedes, qui permettent 
d'obtenir une propagation de ces virus, sont utiles 

30 notamment pour 6tudier leurs mecanismes de replication, 
pour tester des anticorps neutralisants et des antiviraux, 
pour d^velopper des mat§riaux biologiques pour le 
diagnostic et la therapie. Par ailleurs, les proc6d6s de 
1' invention permettent d'obtenir une lignee cellulaire 

35 infectee utile pour cribler et/ou s^lectionner au moins 
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une molecule anti-virale/ par mise en contact de la lignee 
cellulaire infectee et de la molecule anti-virale. 

Selon ce procede, on dispose d' au moins une fraction 
de LVPs ou d' au moins une fraction de LVPs associee a des 
5 immunoglobulines humaines/ obtenue a partir de serum ou de 
plasma d'un patient infecte par un virus appartenant a la 
famille des Togaviridae ou FJaviviridae, on met en 
contact, pendant un temps predetermine dans un milieu de 
culture approprie, ladite fraction de LVPs avec des 

10 cellules permissives qui possedent une voie d'endocytose 
relayee par au moins un recepteur des lipoproteines et 
modulee par un agent activateur^ choisi parmi les acides 
gras insatures, les derives d' acides gras insatures 
comprenant de 16 a 20 atomes de carbone et leurs melanges. 

15 Le recepteur des lipoproteines est le LSR et/ou le 

recepteur de surface des LDLs et avantageusement lesdites 
cellules permissives possedent les deux recepteurs. 

L'acide gras insature est choisi parmi I'acide 
oleique, I'acide palmitoleique, I'acide linoleique, 

20 I'acide linolenique/ I'acide arachidonique/ I'acide trans- 
hexadecenoique et I'acide ela'idique ou leurs derives. Dans 
un mode de realisation prefere de 1' invention, I'acide 
gras retenu est I'acide oleique qui est ajout6 au milieu 
de culture a une concentration comprise entre 0,1 et 1 mM, 

25 de preference 0,5 mM. 

Les cellules sont de preference des cellules choisies 
parmi les cellules d'hepatocytes humains ou animaux, le 
groupe des lignees cellulaires d' hepatocarcinome hiimain ou 
animal, les cellules dendritiques, les cellules 

30 macrophagiques, les cellules de Kuppfer et leurs 
combinaisoiis associees ou non a des lymphocytes. 
Avantageusement, ces cellules sont des cellules 
d' hepatocarcinome humain de la lignee cellulaire 
PLC/PRF/5. 

35 Preferentiellement, le milieu de culture comprend 

outre les ingredients necessaires a la culture et 1' agent 
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activateur, au moins un agent modulateur de I'apoptose. 
Cet agent modulateur de I'apoptose est choisi parmi les 
interferons, les anti-interf erons, en particulier les 
anti-interf6rons alpha et beta, les anti-caspase 3, en 
5 particulier des analogues peptidiques, tels que le z- 
V3U)fmk, c'est a dire le N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp- 
fluoromethylcetone, et les anticorps diriges contre les 

anti-caspase 3. 

En effet, les presents inventeurs ont observe que 

10 Chez des patients infect6s a la fois par HIV et par 
V Hepacivirus HCV, la prise de certains inhibiteurs de la 
prot6ase du HIV, tels que le Ritonavir (nom commercial) 
entralne une augmentation de la viremie HCV associ§e i la 
cytolyse hepatique. L' observation d'une cytoiyse hepatique 

15 aussit6t apr^s la prise d'un medicament qui, en plus de 
son activity anti-prot6asique, modifie egalement la 
regulation de I'apoptose est ^vocatrice d'une induction du 
signal d'apoptose. C'est pourquoi, il est intferessant 
d' a j outer dans le proc6de de 1' invention au moins un agent 

20 modulateur de I'apoptose. 

Le milieu approprie retenu est en particulier choisi 
parmi le milieu DMEM ou un milieu derive du milieu DMEM et 
milieu RPMI ou un milieu derive du milieu RPMI . De 
preference, c'est un milieu derive du milieu DMEM qui 

25 comprend le milieu DMEM complet commercialise par la 
societe Gibco BRL, complements par 0 a 10 mM de pyruvate 
de sodium, 0 4 10 % d'acides amines non essentiels, 1 a 10 
mM de glutamine, 100 a 200 U/ml de penicillinne, 100 a 200 
mg/ml de streptomycine et 1 a 20 * de serum de veau. 

30 ce milieu avantageusement comprend de plus 0,1 a 0,5% 

de BSA (Albumine S6rique de Bovin) ou de HSA (Albumine 
serique Humaine) couplee a un acide gras, selon la methode 
de Dixon et al., 1991, Journal of Biological Chemistry, 
vol. 266, p 5080. 

35 Dans un mode de realisation preffere du proced§ de 

1' invention, prSalablement a la mise en contact des 
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cellules permissives avec la fraction de LVPs, les 
cellules permissives sont lav^es dans un tampon PBS. 
prechauffi a une temperature d' environ 37"C. 

On realise plusieurs passages des cellules 
5 permissives ainsi infectees dans les conditions d§crites 
ci-dessus et on met en evidence la presence dudit virus 
dans les cellules permissives infectees et dans le 
surnageant de culture par RT-PCR et/ou par une technique 
immunologique, telle que immunofluorescence indirecte a 
10 I'aide d'un anticorps specif ique dudit virus et/ou par 

cytometrie de flux. 

Le precede de culture, de propagation et de 
replication decrit prec^demment est particulierement bien 

ad apts a la culture, la propagation - ct la replicat i on de s 

15 virus appartenant a la famille des Flaviviridae et au 
genre Hepacivirus, en particulier les virus de 1' hepatite 
C et de 1' hepatite G, incluant les virus GBV-A, GBV-B et 
GBV-C, pour lesquels il n'existait pas k ce jour de 
proc4dS de culture efficace. 
20 L' invention a 6galement pour objet un milieu de 

culture pour la culture de virus appartenant aux families 
des Togaviridae et Flaviviridae, lequel milieu comprend le 
milieu DMEM complet commercialise par la soci6t§ Gibco 
BRL, complements par 0 a 10 mM de pyruvate de sodium, 0 a 
25 10 % d'acides amines non essentiels, 1 a 10 mM de 
glutamine, 100 i 200 U/ml de penicillinne, 100 ^ 200 mg/ml 
de streptomycine et 1 a 20 % de serum de veau. Ce milieu 
avantageusement comprend de plus 0,1 a 0,5% de BSA 
(Albumine S6rique de Bovin) ou de HSA (Albumine Serique 
30 Humaine), couplSe k un acide gras, selon la methode cit6e 
en reference ci dessus. 

L' invention a aussi pour objet une lignee cellulaire 
infectie par au moins un virus appartenant aux families 
des Togaviridae et Flaviviridae, dans laquelle les 
35 cellules dans la lignSe cellulaire sont des cellules 
permissives qui possedent une voie d'endocytose relaySe 
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par au itioins un recepteur des lipoproteines, susceptible 
d' etre modulee entre autre par un agent activateur, 
lesdites cellules etant capables de propager et repliquer 
le virus* Pref erentiellement, le recepteur est le LSR 

5 et/ou le recepteur des LDLs et avantageusement les 
cellules perinissives possedent les deux recepteurs. 

En particulier^ la lignee cellulaire est une lignee 
dans laquelle les cellules sont derivees par infection, 
d'une cellule choisie parmi les cellules primaires 

10 d'hepatocytes humains ou animaux, les cellules du groupe 
des lignees cellulaires d' hepatocarcinorae humain et 
animal, en particulier une cellule provenant de la lignee 
cellulaire d'hepatocarcinome humain PLC/PRF/5 qui possede 
un recepteur de surface des lipoproteines activable par 

15 des acides gras, les cellules denditriques, les cellules 
macrophagiques et les cellules de Kuppfer. Mais, 
1' invention n'est pas limitee a une cellule d'une lign6e 
cellulaire qui possede au moins le recepteur de surface 
LSR des lipoproteines et englobe les cellules transfect§es 

20 ou transformees qui sont capables d' exprimer It leur 
surface le recepteur LSR et/ou le recepteur des LDLs. La 
lignee cellulaire infectee obtenue selon le precede de 
1' invention est utilisable pour cribler et/ou selectionner 
au moins une molecule anti--virale selon lequel on met en 

25 contact la mol6cule anti-virale et la lignee cellulaire 
infectee. 

L' invention concerne encore un precede pour preparer 
une composition pour la detection dans un echantillon 
d'anticorps dirig^s centre au moins un virus appartenant 

30 aux families des Togaviridae et Flaviviridae qui comprend 
au moins une purification partielle ou totale des 
particules virales dudit virus ou des polypeptides obtenus 
k partir d'un des precedes tel que defini precedemment . En 
particulier, lesdites particules virales ou lesdits 

35 polypeptides sont fixes sur un support selide. 
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Par ailleurs, 1' invention concerne un precede pour 
I'obtention d' anticorps ou de fragments d' anticorps 
diriges contre au moins un virus appartenant aux families 
des Togavxridae et Flaviviridae selon lequel on immunise 

5 un animal avec des particules virales ou des polypeptides 
obtenus a partir d' un des procedes tel que def ini 
pr6c6demment • La production d' anticorps polyclonaux et 
monoclonaux ou de fragments d' anticorps fait partie des 
connaissances generales de I'homme du metier. On peut 

10 citer a titre d'exemple KQhler G. et Milstein C. (1975) 
Continuous culture of fused cells secreting antibody of 
predefined specificity, Nature, 256 : 495-497 et Galfre G. 
et al* (1977) Nature, 266 : 522-550 pour la production 
d' anticorps polyclonaux et Roda A., Bolelli G.F, 

15 Production of high titer antibody to bile acids. Journal 
OS Steroid Biochemistry, Vol. 13, pp 449-454 (1980) pour 
la production d' anticorps polyclonaux. Des anticorps 
peuvent etre produits par immunisation de souris ou de 
lapins avec les particules virales ou les polypeptides 

20 obtenus selon le procede de 1' invention. Pour la 
production d' anticorps monoclonaux, I'immunogene peut etre 
coupl6 h de 1' hemocyanine de Lymphet Keyhole (peptide KLH) 
comme support pour 1' immunisation ou a de I'albumine 
serique (peptide SA) . Les animaux sont soumis a une 

25 injection d' immunog^ne en utilisant de 1' adjuvant complet 
de Freund. Les serums et les surnageants de culture 
d'hybridome issus des animaux immunises sont analyse pour 
leur sp6cificite et leur selectivity en utilisant des 
techniques classiques, telles que par exemple des tests 

30 ELISA ou de Western Blot. Les hybridomes produisant les 
anticorps les plus specifiques et les plus sensibles sont 
selectionnes. Des anticorps monoclonaux peuvent egalement 
Stre produits in vitro par culture cellulaire des 
hybridomes produits ou par recuperation de liquide 

35 d'ascite, apres injection intrap^ritoneale des hybridomes 
Chez la souris. Quelque soit le mode de production, en 
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surnageant ou en ascite, les anticorps sont ensuite 
purifies » Les methodes de purification utilisees sont 
essentiellement la filtration sur gel echangeur d' ions et 
la chromatographie d' exclusion ou 1' immunoprecipitation. 

5 Un nombre suffisant d' anticorps sont cribles dans des 
tests fonctionnels pour identifier les anticorps les plus 
performants. La production in vitro d'anticorps, de 
fragments d' anticorps ou de derives d' anticorps, tels que 
des anticorps chimeres produits par genie genetique est 

10 bien connue de I'homme du metier. 

Plus particulierement, par fragment d' anticorps on 
entend les fragments F(ab)2, Fab, Fab', sFv (Blazar et 
al,, 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 et Bird 
et al., 1988, Science 242 : 423-426) d'un anticorps natif 

15 et par derive on entend, entre autres, un deriv6 
chimerique d'un anticorps natif {voir par exemple Arakawa 
et al., 1996, J. Biochem 120 : 657-662 et Chaudray et al., 
1989, Nature 339 : 394-397) . 

L' invention concerne aussi une composition 

20 diagnostique comprenant au moins les particules virales ou 
les polypeptides obtenus selon le procede de 1' invention 
ou les anticorps obtenus selon le precede defini 
precedemment et un kit de diagnostic comprenant entre 
autre ladite composition, ainsi qu'une composition 

25 vaccinale comprenant au moins les particules virales ou 
les polypeptides eventuellement associes a un vehicule 
et/ou k un excipient et/ou a un adjuvant 
pharmaceutiquement acceptable. Mais, 1' invention ouvre 
6galement d' autres perspectives therapeutiques en ce 

30 qu'elle permet de developper une composition therapeutique 
susceptible d' inf luencer de maniere qualitative et/ou 
quantitative la propagation et la replication des virus 
pr6cit6s in vivo parce qu'elle comprend entre autre un 
ligand susceptible de moduler, de reprimer ou d' inhiber la 

35 voie d'endocytose relayee par au moins un des recepteurs 
des lipoprotfeines, le ligand etant choisi parmi un 
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anticorps antagoniste dirige centre ledit recepteur dont 
la production est a la portee de I'homme du metier comiae 
decrit ci-dessus et une proteine non naturelle, c'est cl 
dire une proteine soluble obtenue par recoitibinaison 

5 genetique ou un polypeptide de synthese soluble se liant 
audit recepteur ou en ce qu' elle comprend entre autre au 
moins une molecule qui module/ reprime ou inhibe 
1' expression du gene codant pour ledit recepteur ou 
I'activite du promoteur du gene qui code pour ledit 

10 recepteur . 

Enfin, 1' invention a pour objet un procede pour 
cribler et/ou selectionner au moins une molecule anti- 
virale iselon lequel on met en contact ladite mol6cule 
anti-virale et urie ri"gnee ceTiuiaire^ infectee o&tenue 

15 selon I'un des precedes de 1' invention, 

Le terme virus appar tenant aux families des 
Togaviridae et Flaviviridae tel. qu' utilise dans 
1' invention fait reference a toute espece virale parmi 
lesquelles les souches pathogenes pour I'hoiome, les 

20 souches variantes, les souches attenuees et les souches 
defectives derivees desdites souches. En effete il est 
connu que les virus a ARN presentent un taux de mutations 
spontanees eleve. II peut done exister des souches 
multiples qui peuvent etre plus ou moins virulentes. II 

25 est i la portee de I'homme de I'art d' identifier de telles 
souches / par exemple par homologie de sequences nucleiques 
et/ou peptidiques par rapport a une souche de reference 
et/ou en identifiant une souche ou un isolat par rapport a 
des criteres morphologiques et/ou immunologiques- 

30 Le terme lignee cellulaire fait reference a une 

culture de cellules permissives dans laquelle le virus se 
propage apres une premiere culture et comprend done, mais 
n'est pas limits, aux cellules individuelles, aux cellules 
r6coltees et aux cultures contenant les cellules dans la 

35 mesure ou elles sont derivees de cellules de la lign6e 
cellulaire de reference. II est connu que des changements 
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spontanes ou induits peuvent survenir au niveau du 
caryotype durant le stockage ou le transfert. Done, les 
cellules derivees de la lignee cellulaire de reference 
peuvent ne pas etre strictement identiques aux cellules ou 

5 cultures d'origine et la lignee cellulaire fait egalement 
reference aux variants. Le terme « lignee cellulaire » 
inclut egalement des cellules immortalisees. 

Le terme cellules permissives fait reference a toutes 
cellules qui sent capable de propager le virus, c'est a 

10 dire des cellules qui possedent une voie d' endocytose 
relay§e par au moins un recepteur des lipoprot§ines . 

Une composition vaccinale est une composition qui 
comprend au moins les particules virales ou les 
polypeptides obtenus selon le precede de 1' invention, mais 

15 n'est pas limitee a ceux ci et couvre egalement les 
prot6ines recombinantes et leurs fragments qui peuvent 
§tre obtenus par les techniques de recombinaison genetique 
dans une cellule hote appropriee, Une telle composition 
vaccinale peut comprendre, si necessaire, un v6hicule 

20 et/ou un excipient et/ou un adjuvant, ^ la condition 
quails soient pharmaceutiquement acceptables. 

Par « vehicule pharmaceutiquement acceptable » on 
entend les supports et vehicules administrables a I'etre 
humain ou a un animal, tels que decrits par exemple dans 

25 Remington's Pharmaceutical Sciences 16^^ ed., Mack 
Publishing Co. Le vehicule pharmaceutiquement acceptable 
est de preference isotonique, hypotonique ou presente une 
faible hypertonicite et a une force ionique relativement 
basse. Les definitions des excipients et adjuvants 

30 pharmaceutiquement acceptables sont egalement donnees dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences precite. 

Exemple 1 : Preparation du materiel biologique. 
La separation des lipoproteines est effectu6e k 
35 partir du plasma ou du serum d'un patient a jeun depuis 12 
heures et detecte positif pour le virus de 1' hepatite C. 



wo 01/09289 



17 



PCT/FROO/02202 



Ail sang preleve du patient est ajout^ 1% d'une 
solution d'EDTA (0,15 M NaCl - 0, 1 M EDTA) . Le melange est 
centrifuge pendant 10 minutes a 3500 tpm, a la temperature 
de 4''C. Le plasma est ensuite recolte et stocke a 4°C 

5 jusqu'a utilisation. 

Le sang du patient est recolte sur tube sec et, apres 
coagulation, centrifuge pendant 10 minutes a 3000 tpm, a 
la ten^erature de 4''C. Le serma est pr§leve et stocke a 
4"*C jusqu'A utilisation. 

10 (i) Obtention d'une fraction comprenant des LVPs 

d'une densite inf^rieure a 1,0063 g/ml, d'une fraction 
comprenant des LVPs d'une densite comprise entre 1,0063 
g/ml et 1,063 g/ml, et d'une fraction comprenant des LVPs 
superieure ci 1,063 gTml^ 

15 Le plasma et le serum sont respect ivement 

ultracentrifuges pendant 4 heures a 100 000 tpm, a 4'*C 
dans un appareil TLIOO commercialise par la soci6t6 
Beckman et comprenant un rotor TLIOO. 4. La fraction 
supferieure qui contient les LVPs de densite inf6rieure h 

20 1,0063 g/ml est recuperee et conservee h A'C. La fraction 
inf§rieure est ajust^e k une densite de 1,063 g/ml par 
addition de 7,21 g de NaBr pour 100 ml de la fraction. La 
fraction inferieure est ensuite ultracentrifugee pendant 4 
heures a 100 000 tpm, a 4*C. dans un appareil TLIOO 

25 comprenant un rotor TLIOO. 4. La fraction superieure 
r§sultante contenant la fraction d'une densite comprise 
entre 1,0063 g/ml et 1,063 g/ml est recuperee et conservee 
k 4^0. 

(ii) Obtention d'une fraction comprenant des LVP 
30 d'une densite inf§rieure a 1,025 g/ml, d'une fraction 
comprenant des LVPs d'une density comprise entre 1,025 
g/ml et 1,063 g/ml, et d'une fraction comprenant des LVP 
d'une density superieure a 1,063 g/ml. 

Le plasma et le s§rum sont respectivement ajustes k 
35 une density finale de 1,025 g/ml par addition de 2,518 g 
de NaBr pour 100 ml. Une centrifugation est effectuie 
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pendant 4 heures a 100 000 tpm, a 4''C sur I'appareil TLIOO 
comprenant un rotor TLIOO. 4. 

La fraction super ieure qui contient la fraction d'une 
densite inf^rieure a 1,025 g/ml est recuperee et conserves 

5 a 4°C. La fraction inferieure est ajustee a une densite de 
1^063 g/ml par addition de 4,84 g de NaBr pour 100 ml* La 
fraction inferieure est ensuite ultracentrifugee pendant 4 
heures a 100 000 tpm, a 4^*0. . dans I'appareil TLIOO 
comprenant un rotor TL100,4. La fraction sup6rieure 

10 r6sultante contenant les LDLs est recuper6e et conserves ^ 

Les differentes fractions recoltees sont ensuite 
dialysees pendant 18 heures a 4**C centre le tampon 0^15 M 
NaCl/0^24 mM EDTA. Les fractions sont ensuite r6cuper6es 
15 et filtrees sur une membrane de 0,45 ]i. Un dosage de 
proteines est effectue par la methode de Lowry (Sigma) • 

Exemple 2 : Culture cellulaire. 

Le milieu de culture utilise est le milieu DMEM 

20 (commercialise par Gibco BRL) complemente avec : 1 mM de 
pyruvate de sodium (Gibco); 1% d'acides amines non 
essentiels (Boehringer Mannheim) , 2 mM de Glutamine (Gibco 
BRL), 200 U/ml de Penicilline (bioMerieux) , 200 mg/ml de 
Streptomycine (bioMerieux) et 10% de serum de veau 

25 (Boehringer) • 

Les cellules proviennent de la lignees cellulaire 
PLC/PRF/5 (Alexander cells) (reference ATCC : CRL 8024) 
qui est une lignee etablie d'un hepatocarcinome humain. 
Cette lign6e, qui a int^gre un g6nome d6fectif de 

30 l'h6patite B, secrete I'antigene HBs du virus . de 
1' hepatite B mais pas de virus infectieux. Les cellules 
sont cultivees dans le milieu DMEM complet (Gibco-BRL) 
complemente avec 10% de serum de veau foetal precit6. Les 
cellules sont lavees avec du PBS (Gibco-BRL) prechauffe k 

35 ST'^C. 1 ml de DMEM complemente avec 0,2% de BSA (Sigma) et 
50 pg/ml de lipoproteines provenant de chaque fraction ou 
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100 ]il de serum filtre sur une membrane de 0,45 p sont 
ajoutes. Simultanement, une solution d' acide oleique dans 
de 1' isopropanol, preparee au prealable (100 mM) , est 
ajoutee dans une gamme de concentration de 0,1 a 0,8 mM. 

5 Les cellules sont ensuite soumises a incubation pendant 3 
heures ^ 37°C sous atmosphere de C02 5%. Le milieu est 
ensuite remplac6 par du milieu DMEM complet complements 
avec 10% de serum de veau foetal. Les cellules sont 
replacees dans I'incubateur dans les conditions decrites 

10 pr6cedemment . Les surnageants de culture sont pr61ev6s 
r6gulierement pour une recherche par RT-PCR du gSnome du 
virus de 1' hepatite C. En parallele, une analyse par 
immunofluorescence est realisee sur les cellules infect6es 

e t controlee a I'aide d^ un anticorps m onoclonal anti- 

15 proteines structurales HCV. 

Exemple 3 : Resultats. 

L' etude est realisee a partir de differentes 
fractions de LVPs obtenues a partir de plasma de deux 
20 patients infectes par HCV. La mise en evidence de la 
presence du g6nome HCV dans ces differentes fractions a 
6t6 realisees par RT-PCR semi-nichee. 



Patient 


Fractions 


ler tour 


2e tour 




LVPs de 








density d * : 






Patient n^l 


d < 1,0063 


+ 


+ 




1,063 < d > 








1,0063 








d > 1,063 




+ 


Patient n""! 


d < 1,0063 




+ 




1,063 < d > 




+ 




1,0063 








d > 1,063 




+ 



* : densite d en g / ml 



25 



W .. 01/09289 



20 



PCTAFROO/02202 



Ces r6sultats montrent la presence d'un signal 
positif pour la presence du genome HCV dans les fractions 
de densite inferieure a 1,0063 g/ml, chez les deux 
patients soit au premier tour de PGR, soit au deuxieme 

5 tour de PGR. 

L' analyse de la fraction de densite comprise entre 
1^063 et 1, 0063 g/ml, est negative pour la presence du 
genome HCV chez les patients n'^l, mais positive au 
deuxieme tour de PGR chez le patient n''2. La fraction de 

10 densite superieure a 1,063 g/ml est positive pour la 
presence du genome HCV chez les deux patients, mais la 
reponse est plus faible pour le patient 1 que pour le 
patient 2. Ces differences entre le patient n'^l et le 
patient~n*^2'^"a\^ '^e~ra~f"f^Lct"iorr "de^^ensite" comprise^ 

15 entre 1,063 et 1,0063 g/ml, peuvent s'expliquer par une 
charge virale plus faible chez le patient n*"!. 

Des rfesultats ont ete obtenus ^ partir de surnageants 
de culture apres infection de 100 \xl de s6rum pr61ev6s 
chez les patients n^'l et n'*2 en presence ou non d'acide 

20 oleique 0,5 mM. Des centrales negatifs ont ete realises 
dans les memes conditions. L' analyse effectuee par RT-PCR 
semi-nichee, montre que pour les deux patients, la 
presence du genome HCV dans les surnageants de culture est 
detectee k une frequence plus elevee dans les essais pour 

25 lesquels 1' infection a ete realisee en presence d*oleate. 

Des essais similaires, realises a partir des 
fractions de densites differentes (inferieure a 1,0063 
g/ml, comprise entre 1,0063 g/ml et 1,063 g/ml et 
superieure a 1,063 g/ml), confirment ces resultats et 

30 montrent que I'acide ol§ique facilite la voie d'endocytose 
des LVPs au moment de 1' infection, 

Exemple 4 : Etude de la cinetique de fixation des 
LVPs sur le recepteur LSR des hepatocytes en presence ou 
35 en absence d'oleate. 
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Une fraction contenant des LVPs d'une densite 
comprise entre 1, 025 g/ml et 1, 055 g/ml a ete obtenue a 
partir d'un serum HCV positif comme decrit dans I'exemple 
1- 

5 La quantite de proteines presente dans la 

fraction LVPs a ete determinee par la methode de Lowry k 
l^aide du kit « Protein Assay » (Sigma Diagnostics) et le 
titre viral a et6 evalue par quantification de I'ARN de 
HCV par RT-PCR et detection de la fluorescence en temps 

10 r6el (LightCycler'^", Roche) (Wittwer et al./ Biotechiques, 
22 : 176-181 (1997) ) . 

La lign6e cellulaire PLC/PRF/5, decrite dans 
I'exemple 2 et cultivee en milieu DMEM-10%SVF, a et§ 
utilisee pour 1' etude de la fixation des LVPs sur le 

15 recepteur LSR en presence ou non d'oleate. 

Les resultats ont ete obtenus selon le protocole 

suivant : 

Les cellules PLC/PRF/5, ont ete ensemencees a 1 
million de cellules / puits, de fagon a obtenir apres 24 

20 heures d' incubation a Sl^'C, 5% CO2/ une confluence 
d' environ 80%. 

Deux lavages en tampon PBS IX froid ont ete 
realises/ puis 1 ml de milieu DMEM complet froid contenant 
0,2% de BSA est rajoute aux cellules PLC maintenues sur un 

25 lit de glace. 

La fraction LVPs (soit 10 mg de proteines et 1,7 
xlO^ copies d'ARN d'HCV), est rajoutee aux cellules en 
presence ou non d'oleate 0/5 mM. Tous les essais ont et§ 
realises en triplicate. 

30 Une incubation a ete realisee a +4''C pendant une 

duree allant de 1 a 9 heures. Puis, les cellules ont §te 
lavees 3 fois a I'aide de PBS IX froid, puis lysees avec 
0,5 ml de tampon de lyse du kit Rneasy (Qiagen) . Les ARNs 
ont ete ensuite purifies a I'aide de ce m§me kit et 

35 analyses par RT-PCR quantitative (LightCycler*^") . 
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Les resultats obtenus sont indiques dans la 
figure annexee dans laquelle est represents en abscisse le 
temps d' incubation et en ordonne le nombre de copies d'ARN 
de HCV. Dans la representation graphique de cette figure, 

5 les barres foncees font reference a une culture sans 
oleate et les barres claires font reference a une culture 
avec oleate. Les resultats montrent qu'en presence 
. d' oleate, la fixation des LVPs au r6cepteur LSR est 
significativement augmentee/ par rapport aux essais sans 

10 olSate. 

Exemple 5 : Mise en evidence de 1' association des 

_ LVP s a des iinmunoglobulines humaines . 

Differentes fractions contenant des LVPs 

15 recolt6es a partir de plasma de trois patients infectfes 
par HCV et preparees selon le protocole de 1' exemple 1 ont 
ete analysees par electrophorese sur gel de polyacrylamide 
(PAGE) en presence de SDS (Dodecyl Sulfate de Sodium) 
(SDS-PAGE) (Laemmli, Nature (1970), 227 : 680-685). La mise 

20 en evidence de la presence d' iinmunoglobulines (Ig) dans 
ces fractions a ete realisee par la technique de Western 
blot (Towbin et al., PNAS, (1979) 76 : 4350-4354), ^ 
I'aide d'un s6rum de chevre anti-immunoglobulines 
humaines couple k la peroxydase (Jackson ImmunoResearch 

23 laboratories, France) . Les resultats montrent que les 
immunoglobulines humaines sont tou jours d§tect6es dans les 
fractions contenant des LVPs, en quantite differente selon 
les patients. 

La quantite du genome HCV dans ces fractions de 

30 LVPs a ete mesuree par quantification de I'ARN de HCV par 
RT-PCR (RT = transcriptase inverse; PCR = polymerase chain 
reaction) et detection de fluorescence en temps r6el 
(LIGHTCYCLER'^", ROCHE) (Wittwer et al . , Biotechniques 
(1997), 22 :176-181). Les resultats montrent que I'ARN de 

35 HCV est tou jours associe aux fractions contenant des LVPs, 
en quantite differente selon les patients. 
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Les LVPs associees aux Ig (LVP/Ig+) ont de plus 
ete purifiees a I'aide de la proteine A couple a des 
billes de type MAGip.c1 Prctsin A MicrcEeads Miltenyi 
Biotec/ France) apres un passage dans des colonnes MS+ 

5 Separation Columns (Miltenyi BioteC/ France) ou bien a 
I'aide de la Proteine A-Sepharose CL-4B (Pharmacia 
Biotech, France) ♦ Dans ce cas, tout ou majorite de I'ARN- 
HCV co-purifie avec les Ig, comme illustre dans les 
tableaux qui suivent. En consequence, a partir d'une 

10 fraction riche en LVPs, les echantillons utilises pour les 
infections peuvent etre purifies par 1' intermediaire de 
leurs Ig de maniere a utiliser preferentiellement les 
LVP/Ig+/ARN+. 



15 Patient n*"! 





d* < 1,0063 


d* 1,063 <d> 1,0063 


Presence d' Ig 


+++ 


+++ 


Quantification d'ARN 
(pour 0,2ml de LVPs) 


27300 copies 


33600 copies 


Quantification d'ARN 
co-purifi6s avec Ig 


23625 copies 
(86,5%) 


31875 copies 
(94,8%) 


d* signifie la densite des LVPs en g/ml. 

Patient n""! 




d* < 1,0063 


d* 1,063 <d> 1,0063 


Presence d' Ig 


+++ 


+/- 


Quantification d'ARN 
(pour 0,2ml de LVP) 


32400 copies 


235800 copies 


Quantification d'ARN 
co-purifies avec Ig 


21300 copies 
{65,11) 


21300 copies (9%) 


d* signifie la densite des LVPs en g/ml. 

Patient n**3 




d* < 1,0063 


d* 1,025 <d> 1,055 


Presence d' Ig 


+++ 


+ 
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Quantification d'ARN 
(pour 0,2nil de LVP) 


197100 copies 


45900 copies 


Quantification d'ARN 
co-purifi6s avec Ig 


142500 copies 
(72,3%) 


26100 copies (56,8%) 



d* signifie la densite des LVPs en g/ml. 



Ces resultats itiontrent que lorsque des 
immunoglobulines sont presentes dans les fractions 
contenant des LVPs les ARNs viraux sont retrouves 
majoritairement dans les fractions de LVPs associees a des 
immunoglobulines humaines. 
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REVENDICATIONS 

5 1. Proced6 de culture, de propagation et de 

replication in vitro de virus appartenant aux families des 
Togaviridae et Flaviviridae, selon lequel on dispose d'au 
moins una fraction de LVPs obtenue a partir de serum ou de 
plasma d'un patient infecte par au moins un virus 

10 appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae, 
on met en contact ladite fraction, pendant lin temps 
predetermine dans un milieu de culture approprie, avec des 
cellules permissives qui possedent une voie d' endocytose 
relayee par au moins un recepteur des lipcproteines et 

15 modulee par un agent activateur, choisi parmi un acide 
gras insature ou un derive d'un acide gras insature 
comprenant de 16 a 20 atomes de carbone ou leur melange. 

2. Precede de culture, de propagation et de 
replication in vitro de virus appartenant aux families des 

20 Togaviridae et Flaviviridae, selon lequel on dispose d'au 
moins une fraction de LVPs, associee a des 
immunoglobulines humaines, obtenue a partir de s6rum ou de 
plasma d'un patient infecte par au moins un virus 
appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae, 

25 on met en contact ladite fraction, pendant un temps 
predetermine dans un milieu de culture approprie, avec des 
cellules permissives qui possedent une voie d' endocytose 
relay6e par au moins un recepteur des lipcproteines et 
moduiee par un agent activateur, choisi parmi un acide 

30 gras insature ou un derive d'un acide gras insature 
comprenant de 16 a 20 atomes de carbone ou leur melange. 

3. Precede selon la revendication 1 ou 2, dans lequel 
le recepteur des lipoproteines est le LSR et/ou le 
recepteur de surface des LDLs. 



35 
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4. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes dans lequel I'acide gras insature est choisi 
parmi I'acide oleique, I'acide palmitol^ique, I'acide 
linoleique, I'acide linolenique/ I'acide arachidonique, 

5 I'acide trans--hexadecenoique et I'acide elaidique ou leurs 
derives. 

5. Precede selon la revendication 4, dans lequel 
I'acide gras est I'acide oleique qui est ajoute audit 
milieu de culture a une concentration comprise entre 0/1 

10 et 1 mM, de preference 0,5 mM. 

6. Precede selon I'une quelconque des revendications 
prec6dentes, dans lequel les cellules permissives sont des 
cellules primaires d' hepatocytes humains ou animaux, des 
ceXIuIes choi¥i1is^clans^Te~ gf oupe ~^es ^ligiiiS^~celiul'al-res"" 

15 d' hfepatocarcinome humain ou animal , des cellules 
denditric[ues, des cellules macrophagiques, des cellules de 
Kuppfer et leurs combinaisons associees ou non a des 
lymphocytes . 

7. Proc6de selon la revendication 6, dans lequel les 
20 cellules permissives sont des cellules d' hepatocarcinome 

humain de la lignee cellulaire PLC/PRF/5. 

8. Proc6d6 selon I'une quelconque .des revendications 
precedentes dans lequel, le milieu de culture comprend 
outre les ingredients necessaires a la culture et I'acide 

25 gras ou le derive d' acide gras, un agent modulateur de 
1' apoptose • 

9. Precede selon la revendication 8, dans lequel 
1' agent modulateur de 1' apoptose est choisi parmi les 
interferons, les anti-interf erons, en particulier les 

30 anti-interferons alpha ou beta, les anti-caspase 3, en 
particulier des analogues peptidiques, tels que la zVAD- 
fmk et les anticorps diriges centre lesdits anti-caspase 
3. 

10. Precede selon I'une quelconque des revendications 
35 pr6cedentes/ dans lequel le milieu est le milieu DMEM ou 
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un milieu derive du milieu DMEM, le milieu RPMI ou un 
derive du milieu RPMI. 

11. Precede selon la revendication 10, dans lequel le 
milieu est le milieu DMEM coraplemente avec 0 a 10 mM de 

5 pyruvate de sodium, 0 a 10 % d' acides amines non 
essentials, 1 a 10 mM de glutamine, 100 ^ 200 U/ml de 
p4nicillinne, 100 S 200 mg/ml de streptomycine et 1 ^ 20 % 
de serum de veau. 

12. Proc6de selon la revendication 11, dans lequel le 
10 milieu est avantageusement complements avec 0,1 a 0,5 % de 

BSA ou avec 0,1 a 0,5 % de HSA couplee a un acide gras. 

13. Precede selon I'une quelconque des revendications 
pr6c6dentes dans lequel on effectue apres mise en contact 
des cellules permissives et de ladite fraction de LVPs 

15 plusieurs passages desdites cellules permissives ainsi 
infectees dans des conditions telles que definies selon 
I'une quelconque des revendications pr§cedentes et on met 
en evidence la presence dudit virus dans lesdites cellules 
permissives par RT-PCR et/ou par technique immunologique, 

20 telle que par immunofluorescence indirecte notamment ci 
I'aide d'un anticorps specif ique dudit virus et/ou par 
cytometrie de flux. 

14. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, dans lequel le virus appartient a la famille 

25 des Flaviviridae et au genre des Hepaci virus* 

15. Procede selon la revendication 14, dans lequel le 
virus est le virus de 1' hepatite C ou le virus de 
1' hepatite G. 

16. Milieu pour la culture, la propagation et la 
30 replication d' au moins un virus appartenant aux families 

des Togaviridae et Flaviviridae, ledit milieu 6tant le 
milieu DMEM complements avec 0 a 10 mM de pyruvate de 
sodiiam, 0 & 10 % d' acides amines non essentiels, 1 a 10 mM 
de glutamine, 100 a 200 U/ml de penicillinne, 100 a 200 
35 mg/ml de streptomycine et 1 a 20 % de serum de veau et 
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avantageusement comprenant de plus 0,1 a 0,5 % de BSA ou 
HSA couplee a un acide gras. 

17. Precede pour preparer une composition pour la 
detection dans un echantillon d'anticorps diriges contre 
au moins un virus appartenant aux families des Togaviridae 
et Flaviviridae qui comprend au moins une purification 
partielle ou totale des particules virales c.viit virus ou 
des polypeptides obrenus ^ partir d'un procfede de culture 
selon les revendicati^ons 1 ou 2.' 

18. Precede selon la revendication 11, dans lequel 
lesdites particules viral -rs ou lesdits polyp^-ptides soiit 
fix6s sur un support solide. 

19. Precede pour I'obtention d'anticorps ou de 
fragments d'anticorps dirig§s contre au moins un virus 
appartenant aux families des Togaviridae et Flaviviridae 
selon lequel on immunise un animal avec des particules 
virales ou des polypeptides obtenus a partir d'un procede 
de culture selon les revendications 1 ou 2. 

20. Composition diagnostique comprenant au moins les 
particules virales ou les polypeptides obtenus selon le 
precede defini dans I'une quelconque des revendications 17 
et 18 ou les anticorps obtenus selon le procede defini 
dans la revendication 19. 

21. Kit de diagnostic comprenant en outre une 
composition telle que definie dans la revendication 20. 

22. Composition vaccinale comprenant au moins les 
particules virales ou les polypeptides obtenus selon le 
procede defini dans la revendication 17 associ6 un 
v6hicule et/ou un excipient et/ou un adjuvant 
pharmaceutiquement acceptable. 

23. Composition therapeutique susceptible 
d'influencer de maniere qualitative et/ou quantitative la 
propagation et la replication in vivo de virus appartenant 
aux families des Togaviridae et des Flaviviridae qui 
comprend entre autre un ligand susceptible de moduler, de 
reprimer ou d' inhiber la voie d' endocytose relayee par au 
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moins des recepteurs des lipoproteines, le ligand etant 
choisi parmi un anticorps antagoniste dirige contre ledit 
recepteur et une proteine choisie parmi les proteines 
recombinantes solubles et les polypeptide de synthese 

5 solubles se liant audit recepteur ou en ce qu' elle 
comprend entre autre au moins une molecule qui module/ 
r6prime ou inhibe 1' expression du g^ne codant pour ledit 
rfecepteur ou I'activite du promo teur du gene qui code pour 
ledit recepteur. 

10 24. Proc6d6 pour cribler et/ou selectionner au moins 

une molecule anti-virale selon lequel on met en contact 
ladite molecule anti-virale avec une lignee cellulaire 
infect6e. 
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